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Date: April 21, 1999 

BLANK ROME COMISKY & McCAULEY LLP 
900 17th Street, N.W., Suite 1000 
Washington, D.C. 20006 
(202)463-7700 (Telephone) 
(202) 463-6915 (Facsimile) 




IN THE UNITED STATES PATENT 



AND TRADEMARK OFFICE 



In re CIP Application of Application ) 

Serial No. 08/899,270, filed July 23, 1997 ) Attn: APPLICATION BRANCH 

Karlheinz SCHMIDT ) 

) Atty. Dkt. No. 0007.148/P143 

Serial No.: Unassigned ) 

) HC:KN:dhw 

Filed: April 21, 1999 ) 

For: AGENT FOR THE MANUFACTURE ) 

OF BIOLOGICAL PARTS INCLUDING ) 

AN ACTIVE INGREDIENT COMPLEX ) 

AND CARRYING MATERIALS ) 

SUITABLE FOR THE ACTIVE ) 

INGREDIENT COMPLEX ) April 21, 1999 



PRELIMINARY AMENDMENT 

Hon. Commissioner of Patents and Trademarks 
Washington, D.C. 20036 

Sir- 
Preliminary to examination of the above-identified application, please amend the 
application as follows: 



IN THE SPECIFICATION : 

On page 1, lines 17, please insert -This is a continuation-in-part of application 
Serial No. 08/899,270, filed July 23, 1997, which was a FWC of application Serial No. 
08/313,1 13, filed December 7, 1994, which claims priority of Serial No. 07/849,083, 
filed September 17, 1992, which claims priority of German Patent No. WO 91/07324 
and this is a continuation-in-part of Serial No. 350,666, filed December 7, 1994, which 
claims priority from Serial No. 08/474,150, filed July 7, 1995, which claims priority from 



U.S. Patent No. 5,830,859, issued November 3, 1998 all of which are herein 
incorporated by reference. 

On page 17, line 27, please insert -Although certain presently preferred 
embodiments of the present invention have been specifically described herein, it will be 
apparent to those skilled in the art to which the invention pertains that variations and 
modifications of the various embodiments shown and described herein may be made 
without departing from the spirit and scope of the invention. Accordingly, it is intended 
that the invention be limited only to the extent required by the appended claims and the 
applicable rules of law.-. 



REMARKS 

In the event there are any questions relating to this Preliminary Amendment or to 
the application in general, it would be appreciated if the Examiner would telephone the 
undersigned attorney concerning such questions so that the prosecution of this 
application may be expedited. 

Please charge any shortage or credit any overpayment of fees to BLANK ROME 
COMISKY & MCCAULEY LLP, Deposit Account No. 23-2185 (0007.148/P). In the 
event that a petition for an extension of time is required to be submitted herewith and in 
the event that a separate petition does not accompany this response, Applicant hereby 
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petitions under 37 C.F.R. §1 .136(a) for an extension of time for as many months as are 



required to render this submission timely. Any fee due is authorized above. 

Respectfully submitted, 



Karlheinz Schmidt 




Registration No. 25,109 



BLANK ROME COMISKY & MCCAULEY LLP 
900 17th Street, NW, Suite 1000 
Washington, D.C. 20006 
Phone: (202) 463-7700 
Facsimile: (202)463-6915 
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tms/03.04/P 16, April 1999 



Prof Dr. Dr. Kli Schmidt 
AuBere Weiler Sfc\ 12 
72810 Gomaringen 



Mittel fur die Herstellung biologtscher Teile mit einem Wirkstoffkomplex 
und &r diesen geeigneten Tragermaterialien 



15 



Die Erfindung betriflt ein Mtte! fur die zumindest tettweise Herstellung oder Wie- 
derherstellung von biologischen Teilen, insbesondere von Organen fur Lebewesea, 

20 das unter anderera einem WirkstoSkomplex aufweist^ mit den folgenden, vottefaan- 
der uttterschiedlicheti und auf das jeweils herzustellende biologiscbe Tdl spezifisch 
abgestimmten Komponenten to Form mindestens einer Strukturkomponente axif 
der Basis yon auf die Zellen des jewefls herzustellenden biologischen Tdls spezi- 
fisch abgestimmtem extrazellul&rem Materials mindestens einer Rekrutierungskom* 

25 ponente, mindestens einer Adhasiomkomponente und mindestens einer Wachs- 
turns- und/oder Maturationskomponente. 

1m Stand der Technik ist bereits ein Wirk&toSkomplex Kir die Herstellung von 
biologischen Teilen, insbesondere von Organen fur Lebewesen, mit den genannten 
30 Komponenten bekannt Bei diesem bekannten Wirkstoffkomplex kann die Struk- 
turkomponente beispielsweise aus verschiedenen Collagenen, Elastin oder Proteo* 
glycanen bestehen, Als Rekrutierungskomponente fur diesen WirkstofBcomplex 
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sasd insbesondere Chemotaktica zu nennen, beispielsweise Peptide, wie N-F-Met- 
Leu-Phe- und/oder beispielsweise Metabolite der ArarchidonsSure, wie Leukotrie- 
ne. Die Aufgabe der Adhasionskomponente konnen EiweiBkoiper vom Typ des 
Fibronectms oder Laminins, aber audi ZeU-Adhasions-MoIekule, wie L-CAM, N- 
CAM und Matrix-Adhasions-Molekiile, wie Cytotactin, Tenascw, Collagen Typ 
IV, V, VH synthetische Peptide mid Transmembrane Verbindungsproteine, wie 
Integrin, erfullen. Die zunachst genannten Beispiele fur Adhasionskomponemen, 
Fibronectin und Larainin, sind fiir die Zwecke des hier erlSuterten Wirkstofikom- 
plexes in den Bereich der Malrix-Adhfeions-Molefcule einzuordnen. Als we&ere 
Komponente weist der genannte Wirkstoffkoraplex mindestens edne Wachstums- 
und/oder Maturatiomkomponecte au£ vorzugsweise to Form ernes oder mehrerer 
Cytokine. Beispiele fiir solche Cytokine sind bei der Herstellung von Blut die Ko- 
lonie-stimufierenden Faktoren, bei der Herstellung von Bindegewebe der Fibrobla- 
st Wachstumsfektor, bei der Herstellung von Haul der epidennale Wachstinns- 
faktor, bender Herstellung von Knorpel der Knorpel indimerende Faktor, bei der 
Herstellung der Milz oder der Lymphknoten der Lymphocyten aktivierende Faktor 
sowie Mflzpeptide, fiir die Herstellung von Thymus der T-Zellen Wachstums&ktor 
sowie Tbymuspeptide, fiir die Herstellung von Knochen der Knochen-Wachstums- 
fektor sowje der transformierende Wachstumsfaktor, fiir die Herstellung von Blut- 
gefaBen der Angiogenese-Faktor Femer finden noch die folgenden Cytokine Ver- 
wendung: Interleulrine, Insulin-ahnliche Wachstumsfektoren, der Tumor-Nekrose- 
Faktor, Prpstaglandine, Leukotriene, transfonnierende Wachstumsfkktoren, von 
Throrabocyten abstammender Wachstumsfaktor, Interferone sowie von Endotliel- 

zeDen abstammender Wachsturasfaktor. 

t 

\ 

Naberes uber diesen Wirkstofflrornplex ist aus dera deutschen Patent DE 39 36 
568.9 zu entnebmen, dessen Offenbarungsgehalt hier ausdriiddicb einbezogen 
wird, 

Utn fur die Herstellung oder Wiederherstellung von Wologischen Teilen verwendet 
werden zu konnen, mufl dieser Wirkstofflcomplex hochstrein vorliegen. Die Her- 
stellung dieses Wirkstoffkomplexes ist daher sowohl zeitintensiv als auch kostspie- 
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Kg. Vm zJ&„ Knochendefekte mittels dieses Wirkstoffkomplexes wieder mit Kno- 
cben aufeufullen, bedarf es einer den gesainten Knochenddfekt ausfiilleiiden Menge 
des Wirk^fl&oraplexes. Es ist daher nachteilig, daB der Wirkstoffkomplex zwar 
hochstwirkkam, seine Anwendung jedoch sehr teuer ist. 

Wenn groBere Knochendefekte auszufullen sind, muB das eingebrachte ImpJantat, 
bestehend au$ dem WirkstoSkoraplex auBerdem sine ausreichende Eigenfestigkeit 
haben, um durch die umgebenden Weichgewebe nicht komprinriert zu werdetL Der 
Wirkstoffkomplex hat nach seiner Herstellung zunftchst eine watteartige Konsi- 
steoz. Er muB daher fur die genannte Anwendung entweder komprimiert werden, 
was zu emer hoheren raechanischen Festigkeit, aber auch zu einem hofaen Materi- 
alverbrauch fiihrt, oder es muB em ausreichend stabiles TrSgennaterial zusaramen 
mit dem Wirkstoffkomplex eingesetzt werden. Die Kombination ernes Tiagennate- 
rials mit d|*m Wirkstoffkomplex ist jedoch keinesfalls unproblematisch, Nach den 
bisher zur Verfugung stehenden Erkenntnissen uber den Wirkstoffkomplex und 
seine komplexe Wirkungsweise ist zumindest eine Beeintrftchtigung der Bfldung 
oder Wiederherstellung des jeweiligen zu behandehiden biologischen Teils, z. B, 
der knoohfraea Regeneration, zu befurchten. Auch die Gefehr einer gewebe- 
toxischen Reaktion wurde vermutet 

AuBerdem sind Anwendungen des Wirkstoffkomplexes bei Krankheiten oder De- 
fekten bister mcht mdglich, bei deuen das aus dem Wirkstoffkomplex bestehende 
Implantat so hohen mechanischen Belastungen ausgesetzt wird, daB auch die me- 
chanische Festigkeit eines koraprimierten Materials nicht ausreichen kann. 

Davon ausgehend lag der vorBegenden Erfindung daher die Aufgabe zugrunde, ein 
kostengunsiigeres Mittel bereitzustellen, mit welchem zugleich eine hohe mechani- 
sche Festigkeit etTeicht wird 

Gelost wird diese Aufgabe durch ein Mittel, bei dem ein TrSger mit dem genannten 
Wirkstoffkomplex beschichtet ist oder den Wirkstoffkomplex aufweist 
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Die Losing der Aufgabe lag schon deshalb nicht nahe, weil es, wie beretts erfeu- 
tert, durcfaaus problematisch ist, eine Kombination des Wirkstofikomplexes mit 
einem Trager, mit dem der Wirkstoffkomplex beschichtet ist oder den er aufweist, 
voraisehen^ weil dann die Einheilung des Wirkstoffkomplexes, beispielsweise in 
5 den Knochendefekt gestdrt sein oder zumindest durch mogliche Immunreaktionen 
kompliziert werden kdnnte 

i. 

An mogliche Trigermaterialien werden bestimmte Anforderungen gestellt Es kon- 
nen grundsfttzfich als Tragennaterialien solche verwendet werden, die fonnbar sind 

10 und zumindest zu Beginn eine gewttnschte Form- und Dimensionsstabilitat aufwei- 
$en, wobei sdch nach der ImpJantterung im Organismus ein kontrollierter Form* und 
HSrteverlust ergeben kann. Fiir bestimmte Anwendungen miissen sie auBerdem 
komplett resorbierbar sein und gnmdsatzlich duifen sie nur eine geringe Toxizitat 
aufweisen Dies gilt nicht nur fur das Tragermaterial selbst, sondera aucb fiir des- 

15 sen Abbauprodukte Dabei ist unter dem Begrifif der Toxizitat nicht nur ein akute 
toxische Gewebereaktion zu verstehen, sondern es nriissen audi subakute Wirkun- 
gen, wie B. karanogene und iramunologische Effekte einbezogen werden, 
Der erfindungsgemaB mit dem WirkstofEkompleic kombinierte Trager kann aus 
polymerenL keramiscben, metallischen oder nichtmetallischen Tragennaterialien 

20 bestehen. Bei den polymeren Tragermaterialien kommen insbesondere Polymere 
aus natiirlichen Monomeren, wie Polyaminosauren (Polylysin), Polyglutaininsaure, 
etc.) und Polymere der Milchsaure in Betracht Es konnen auch Copolymere z, B. 
aus PoIymilchsSure und Hydroxyessigsaure verwendet werden. 
Polylaktate sind Polyester der NfilchsSure mit der chenrischen Formel; 



25 



H (-0- CH- OH 

CHb O 



30 Bei der direkten Polymerisation der Monomere ergeben sich Polymere mit relativ 
niedrigen Molekulargewichten, Die obere Grenze liegt etwa bei 20000 Da. Hohere 
Molekulargewichte konnen durch die Verknupfiing zyklischer Dimere bei holier 
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Temperatur, geringem Druck und in Gegenwart von Katalysatoren entstchen. Die 
Mlchsaurepolymere sind bioabbaubar, biokompatibel wasserunlOsIich und zeich- 
nen sich durch eine groBe Festigkeit aus. 

\> 

5 Des wdteten koxtnen verschiedene Collagene als Tragermaterial verwendet wer- 
den, HSerbei sind insbesondere die Collagene vom Typ I, IV, V, VH zu nennerL 
Die Collagene kOimen beispielsweise in Form von Vliesen oder Gelen eingesetzt 
werden und weisen insbesondere eine an sich gute immunologische Vertraglichkeit 
in Verbindung mit einer problemlosen Verarbeitung auf 

10 

Unter den keramischen TrSgermaterialien sind insbesondere CHaskeranriken zu 
nenneo, insbesondere Cdciumphosphatkerainiken, Alumiruumoxiclkeramiken und 
Hydroxylapatitkeramikea 

15 Die C^ldun?)hosphatkeraniiken basieren auf dem System CaO/P 2 05- Auf der Basis 
dieses Systems existieren furtf verschiedene binare Verbindungen. Dabei haben sich 
Tricalciumphosphat (TCP) und Tetracalciuraphosphat fur die Zwecke der voriie- 
genden Erfbdung als ein geeignetes Tragermaterial erwiesen 

20 TCP wird durch Pressen und anschlieBendes Sintern der Ausgangsmaterialien 
Caldumoxid (CaO) und Diphosphorpentoxid (P2O5) hergestellt Altemativ kann es 
auch in einem Arbeitsschritt durch Heiflpressen hergestellt werden. Aus TCP ber- 
gestellte Tragermaterialien kOnnen in Form von Platten oder Scheiben und als Gra- 
nulat eingesetzt werden, 

25 

Tetracalciiimphosphat wird Jhnlich wie TCP in zwei Schritten hergestellt, indem 
zunSchst die Ausgangsstofle auf Kiistallgitterabstande von 5 bis 10 \xm verdichtet 
und die Masse dann bei 1100 bis 1500°C gebrannt wtrd, 

I ; 

i' 

30 Hydroxylapatit wird durch keramisches Breimen von Pentacalciumhydroxid- 
Triphosphatpulver bei 1250°C gewonnen. AuBerdem kann zur Herstellung einer 
Hydroxykpatitkeramik auch ein naturliches Material herangezogen werden, wie 
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das carbonatische Sfcelett der Rotalge. Dabei werden nacta einem Wasch- und 
Trocknungsvorgang zunfichst die organischen Bestandteile durcb Pyrolyse bei ei- 
ner Temperatur von etwa 700°C entfernt Dann erfblgt die Umsetzung zu 
Hydroxyiapatit unter Hinzufugung von Fhosphatldsung bei erhdhtem Druck und 
erbohter Temperatur. 

Bei einem weiteren Herstellungsverfahren einer Hydroxylapatitkeramik, ausgehend 
von dem naturfichen Sketett von Koralleiv wird das Calciuincarbonat der Korallen 
durch hydrotermale Umwandlung in Hydroxyiapatit oder cine Miscbung aas 
Hydroxyiapatit und weitcren mineraliscben Strufcturen umgewandelt Bei dem 50 
entstehendeh Material bleibt die koralltne Stmktur, d. h. insbesondere das inter- 
konnektierende Porensystem der Koralle, erhalten. 

Aluminhunoxidkerattiiketv die polykristallin aufgebaut sind, emhaKen zu etwa 99,7 
% Aluminiumoxid sowie geringe Anteile an Magnesiumoxid und/oder Zirkonoxid, 
Sie werdetrnach Vorverdichtung unter hohem Druck bei Temperaturen von etwa 
1500 bis 1800 a C zu einem Festkorper gesintert Fur die Zwecke der vorliegenden 
Erfindung wurden mikroporose Aluminiumoxidkeramiken verwendet Auch mono- 
kristalline Formen (Saphire) konnen zur Anwendung kommen. 

Als weiten|s konnen sogenannte ionische Polymere aid Tragermaterialien verwen- 
det werden, fur die die Bezeichnung "Ionomer" gebrauchlich ist und die im folgen- 
den auch tier verwendet wird. Dabei ist z. B, Ionomerxement zu nennen, der durch 
Reaktion von Glaspulver mit einer Polyalkens&ire entsteht In einer Abwandluug 
kann dem Glaspulver zusatzlich Calciumcarbonat als Schaumbildner zugesetzt 
werden. Bei der Reaktion des Glaspulvers und des zugesetzten Caldumcarbonats 
nut der Polyalkensaure wird CO z freigesetet, was die PorositSt bewiifct. 
Ionomerzement ist grunds&tzlich ein Zweikomponentensystem und entsteht durch 
die Reaktion eines Glaspulvers (Calcium- y Aluniiniura- y FIuor-,Silikat-Glas) mit einer 
Polyalkensaure (hoch-molekulares Miscbpolymerisat aus Maleinsaure und Acryl- 
saure). Dd: Ablauf der zementbildenden Reaktion wird durch Einwirkung der Po- 
lyalkensaure auf die basischen Glaspartikel in Gang gesetzt. Hierbei dient Wasser 
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als Reaktionsmedium Neben der Polyalkensiure besteht die fltissige Komponente 

des Reaktionssystems auGerdem aus Weinsaure. Durch den Einsat* dieser Wdn- 
siure wiri die Abbindegeschwindigkeit des Zememes gesteuert 

lonomerzement gilt als gewebevertrtgHch und ist im biologischen Milieu dauerbaft 
statril Er in auBerdem plastisch Formbar. Der fiir die Zwecke der voriiegenden 
Eifindung verwendete lonomerzement ist fret von Beimengungen in Form von 
Rgmenten, Farbstoffen oder MetaJlsalzen. Er ist auBerdem frei von monomeren, 
ungesattigten Carbotisiaren, we z. B, Acryl- und MaleinsSure und wird steril und 
pyrogenfrei verwendet. 

Unter den metallischen Trigermaterialien ist vor alien Dingen Titan, auch in Form 
von Legierungen, zu nennen, Dabei wurde insbesondere eine Legierung aus den 
Komponenten Titan, Aluminium und Vanadin untersucht. Die metallischen Trager 
konnen in Form von Plattchen, welche auBerdem Gitterstruktur aufweben komien, 
aber auch in Form von zylindrischen Hohlkfirpera mit Gittemruktur eingesetzt 
werden. 

Weitere metallische Tragennaterialien stehen in Fonn von Eudoprothesen zur 
Verfugung, bci welcheu durch Bescbichtung und/oder BefuIIen rait dem Wirk- 
stoffkomplex ein schneflere* und dauerhaftes Einwachsen der Eudoprothesen im 
Organismus ermbglicht werden soil. 

Die Eudoprothesen bilden daher eine besondere Form des erfindungsgemaUen Tra- 
gers. Durch ein beschleunigtes Einwachsen an der implantierten Stdle und gleich- 
zeitig ein verbessertes Einwachsen desselben kann wiedenim eine langere Haltbar- 
keit und gr&Bere sowie zeitliche frtthere Belastbarkeit der Endoprothese resultie- 
ren. 

Als nichtmetaffisches Tr&germaterial ist vor alien Dingen KoWenstoff zu nennen, 
der in Fonn sogenannter "Carbonkafige" eingesetzt werden kann, welche zylindri- 
sche HoWkorper bfldett SowoU die Titan (Hohl) Korper als auch die Carbonkafige 
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werden mit dem Wirkstoffkomplex befullt, wihrend die in Plittchen- Oder Granu- 
latfona voriiegenden sonstigen Tragermaterialien in der Regel mit dera Wirk- 
stofficomplex beschichtet werden. 

Die genan^iten ThanhoMfcdrper und Carbonkafige kdnneo, wenn sie mit dem Wirk* 
stofikomplex befullt worden sind, zur Herstellung, WiederherstelJung oder Stabili- 
siemng von Wirbelkdrpern verwendet werden. Damit ergftrt sich die einziggrtige 
Moglichkeit, Defekte an Wiibeln Oder zersteite Wiibel der WIrbelsauIe wxederber- 
zustellen. Mit dem biaherigen Wirkstoffkomplex war dies deshalb nicbt mdglich, 
weil dieser der mechanischen Belastung innerhalb der Wirbelsaule nicht Stand ge- 
halten batfe. Die nun mit dem Wirkstoffkomplex befullten Hohlkoiper oder Kafige 
schaffen dip raechamsche Stabilitfit, ohne jedoch immunologische Gegenreaktionen 
oder erne yerschlerfrterte Wlrksamkeit des Wirkstoflkomplexes nach sich zu Zie- 
hen. ■■; 

AnBerdem karoi das erfindungsgemaJJe Mittel zur Behandlung von Osteoporose, 

ft 

von Pseudoarthrosen und Knodiendefekten, zur AuSulIung groBer Knocbende- 
fekte und zur Einheilung von Endoprothesen verwendet werden. 
Bei den Knocfaendefekte^ die mit dem erfindungsgemaBen Mittel erfolgreicb be- 
handelt warden, gehoren z. B, die Gehdrkndcbdchenkette, der Wiederaufbau der 
Stirnhohle/ des Siebbeindaches und die Verwendung als Dentalimplantat 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher erltutert. 
L HerateUung des Wirkstoflkomplexes 

Ira folgenden werden die wesentfichen Herstellungsschritte des WirkstoSkomple- 
xes beschrieben: 

R&hrenknochen von Kalbera, Schafen, Kaninchcn oder Ratten warden gesanbert 

$ 

und unter anderem vom Knochenmark befreit und dann eingefroren. Der gefrorene 
Knochen wird auf eine PaitikelgroBe von weniger als 2 nun zerkleinert Die zer- 
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kleinerten Knochenstucke wurden in Aceton entfettet und in 0.6 N SalzsSure ent- 
kalkt. Danach wird lyophilisiert und man erhalt eine demineralisierte Knochenma- 
trix, die in 4 molarer Guanidinium-HCl-Ldsung extrahiert wird. Die Extraktionslo- 
sung wird gegen Aqua dest. diaJysiert und der Wirkstoffkomplex durch Abzentri- 
fugieren und LyophiHsieren iro PrSzipitat erhalten. 

Diese grundsatzliche Herstellungsweise ist im nachfolgenden FluBdiagrainm noch- 
mals dargestellt. 

Abb 1: ; FluBdiagramm zur Herstcllung des Wirkstoftkoraplexes 

Schlachtfiische Rdfarenknochendiaphysen 

* 4' 

Mahlen auf PartikelgrSBe (< 2 mm) 

i 

Entfetten in Aceton 

; i 

Entkalken in 0,6 N HCI 

■I i 

Waschen und Lyophilisieren 

r . ..I 

Demineralisierte Knochenraatrix 

; i 

Extraktion in 4 M GuHCI 

/ 

Hackstand Clberstand 

) i 

Dialyse gegen Aqua destfllata 

„ .. I 

Prazipitat: enthfik Wirksaoffkoxnplex 
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IL Wirksamkeit dcs Wirkstofikompleies ohnr Verwendung von Tragerma- 

Urn zu zeigen, daB der WirkstofEkomplex als solches wirksam ist, wird zunachst 
5 ein Versuch dargestellt, bei dem der WirkstoQkomplex ohne weitere Tragermate- 
rialien implantiert wird. 

1 . Fur den Versuch venvendete Tiere 

Es werden weiblichc Kaninchen der Rasse Chinchilla mit einem mittleren Korper- 
10 gewicfat von 3089 g verwendet Sie erhielten Haltungsfutter fiir Kaninchen und mh 
Salzsaure auf pH 4,5 angesSuertes doppelt ozoniertes Leitungswasser each Bedaif 

Die Tiere warden durch Subcmaninjektion eines Gemisches von Ketamki und Xy» 
lazin narkotisiert 

15 

2. Vorberritung eines Knochendefektes bei den Raninchen 

Mit einem innen gekuhlten Bohrer wurde ein Implantatlager von 4 mm Durchmes- 
ser und cirka 9 mm Tiefe im Kniegelenk (distales Femurende) des Kaninchens pra- 
pariert Dann wurde das so gebfldete Bohrloch jeweils mit 30 und 90 mg des Wirk- 
20 stoflkomplexes gefiillt, der hergestellt worden war, wie unter I beschriebea. Je- 
weils ein weiteres Bohrloch diente in Form ernes ,v Leerfoches M zur Konixolle der 
Knochennebbildung. 

Hgur 1 zeigt die Knochenneubildung im Leerloch und im Bohrloch nach Implanta- 
25 lion des WirkstofiQcomplexes some die Dichte der umgebenden praexistenton 
Spongiosa jewdls 28 Tage nach der Operation (n=2AVirkstoff-Menge), 

Bei der Xuswertung der Versuche wurde festgestellt, dafl die Dichte der die 
Bohrlocher umgebenden Spongiosa nach Implantation von 30 mg des WTrk- 
30 stofikomplexes urn 45 % und nach Implantation von 90 mg des Wirkstoffkomple- 

i 

xes urn 69 % hOher lag als beim Leerloch Dabei hatte die Menge an praewtenter 
Spongiosa keinerlei EinfluB auf die Regeneration im Defekt, da die Knochenneu- 
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bilduog nach der Insertion des WirkstofQtomplexes nicht von der Bohrlochperiphe- 
lie aus gm g , sondera gleichraaBig iiber den Defefct verteilt war. 

HI KnochenbUdung im Unterld efer von Schafra unter Vtmendung von 
Tricalcinmphosphat (TCP) 

! 

1. Fur die Versuche verwendete Tiere 

Fur die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen wurden ausgewachsene Haus- 
schafe vorf der Vichzentrale Sudwest AG Stuttgart verwendet Diese erhieften Heu 
und Wa$$# als Eraahrung sowie drei Tage vor dem operatives Eingriff einen Brei 
aus Altramin-FeUets. 

Die Tiere Wden mit 1 ml Xylaan/lml Ketanest i. m. pramediziert. Dann wurden 
die Schafe mit Nembutal narkotisiert. 

2. Vorber ritaoa des Implantats 

TCP wurde in einer Losung von 100 mg geldstem Wirkstofikomplex mit 10 ml 
Wasser suspendiert und unter standigem Ruhren mit flussigem Stickstoff tiefgefro- 
ren. Nach 24-stundigem Lyophilisieren und anschliefiender GassteriBsation 
(Ethylenoxid) wurde da* so mit dem Wirkstoffkomplex dotterte TCP in den nach- 
folgend bescliriebenen Unterkiefer-Defekt eines Schafes eingebracht. Aufierdem 
wurde einjveiterer Unterkiefer-Defekt, der als Vergleich diente, mit undotiertem, 
im Autoclaven sterilisierteni TCP gefullt. 

3. Vorbereftung des Unterkiefer-Defektes bam Schaf 

In einem entsprechend vorbereiteten Unterkiefer eines Schafes wurde unter Kuh- 
lung mit pttysiologischer Kochsalzl6sung nrittels eines Trepanbohrers von 5 mm 
Durchmesser jeweils ein normierter Knochenzylinder herausgefriBt und entferot 
Dann wwa> eines der so gebildeten Bohrldcher mit TCP, das gem&B der Ver- 
suchsvorschrift 1. mit dem Wirkstoffkomplex dotiert worden war, befullt und das 
zweite Bohxloch mit undotiertem TCP aufgefiillt. 

$ 
1 
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Die Eigebmsse des Knoqhenwachstums in den Uttterkieferdefekten sind is Fig. 2 
zur Erleichterung der Ubersicht grafisch dargestellt Die Versucbsdaaer befcrug 26 
bzw, 41 Tage. 

Es zeigte sich, daB durch die Dotierung von TCP tnit dem Wirkstoffkomplex eine 
Beschleunigung der kndchernen Regeneration des Unterkieferdefektes der beiden 
Scbafe Nr, fcll und 86 in der Anfangsphase von etwa 100 % erreicht wurde. Nach 
41 Tagen betrug die Steigerung der Beschleunigung der knOchernen Regeneration 
iiraner noch 10 %. Die Knochenheihmg verlauft daher besonders am Begum dent- 
lich schneller als ohne die osteoproduktive Wirkung der mit dem Wirkstoffkomplex 
dotierten Implantate. 

Diese ErkeWnis ist insbesondere fur die Beschichtung von Endoprothesea mit 
dem Wkkstogkomplex von Bedeutung. Eine mit dem Wirfcstofficomplex be- 

sdrichtete Endoprothese, beispielsweise im Fall eines Oberschonkelhals-Bruch^ 
ennoglicht entsprechend ein schnefleres Einwachsen der Prothese und danrit sine 
schneUere Regeneration und Rekonvaleszenz des jeweiligen Patienten, Dadurch 
wird die Dauer des Krankenhausaufenthaltes verktirzt 

IV. Versuche mit Collagenen als TragennateriaJien 

'I' 
,v 

Der bereits bekannte, wdter oben erlguterte Wirkstofflcomplex kann zur Behand- 
lung der Osteoporose, von Pseudoarthroses der Einheilung von Endoprothesen 
und zur Anffilflung groBer Knochendefekte verwendet werden. Bei der Hersteflung 
des Wirkstbfflcomplexes ist der mengenmaBige Ertrag in dem erforderlichen Rein- 
heitsgrad s^br gering, Daher wurde untersucfat, ob es Tragermaterialien gibt, die 
mit dem Wtrkstofikomplex kombiniert werden konnea, urn $o die Menge des fQr 
die jeweilige Ziclsetzung bendtigten Wirkstoffkomplexes reduzleren zu konnen, 

ohne dadurbh seine knochenbildende Wirksamkeit zu verringem. 

I" 
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1. Wirkstd ffkomplex 

Der fur die Zwecke der nachfolgend beschriebenen Verstuche vcrwendete Wirk- 
stofikomplex wurde gsnauso hergestellt wie unter I. beschrieben, wobei Rohren- 
knocben von Kilbera venvendet wurden, 

2. Verguchstiere 

Es wurden tnStmliche Wistarratten cines Gewichtes zwischen 350 uitd 400 g ver- 
wendet urid in einem klimatisierten Tierstall bei 23° C und etwa 50 % relativer 
Luftfeuchtigkeit gehalten EroShrt wurden sie nut einer HaltungsdiSt fur Ratten 
und Mause, 

Jedem untef suchtem Tier wurden zwei Iraplantate desselben Tragermateriate in die 
Bauchmuskulatur eingebracht, von d$nen eins mit dem Wirkstoflkomplex be- 
scWtfitet war, w&hrend das andere als Vergieichsimplantat unbeschicbtet blieb. Die 
Tiere wurden nach 21 Tagen getdtet und die betreffenden Areale der Implantate in 
der Bauchznuskulatur explantiert und histologisch ausgewertet 

3 . Yerweadete Tr&germaterialign 

Fur diese Versuche wurden CoIIagenmaterialien eingesetzt, die aAe kauflich zu 

3 

erwerben strut Collagen A war ein reines, steriles, natives, resorbierbares Kinder* 
hautcollagen, das frci 1st von jeglichen Fremdzus&tzen, wie Stabilisatoreu oder 
Desinf&enzien, 

Collagen B war ein gereinigtes, lyophilisiertes, leicht quervernetztes steriles und 
nicht pyrogens Rinderhaut collagen mit schwachen antigenen Eigenscbaftea Die 
helikale Struktur des Collagens blieb erhalten. 

Collagen C besland aus reinen, nativen und resorbierbaren Rindercollagenfibrillen. 

AUe verwendeten Collagene lagen in VUeBforra vor. Es wurden CoDagenvliesstQk- 
ke vonje 50 rag abgeschnitten und je 1 ml der Wirkstof&oroplex-Losung (3t»g/rol) 
zugegebea Bel den KontroUimplantaten wurde stattdessen 1 ml destillierten Wa$- 
ser zugegeben. Die so behandeken Collagenvliesstttcke wurden bet -20° C eingo 
froren, lyophilisiert und ergaben Itnplantate mit einem Durchmesser von etwa 10 



18:50 



pR WUESTEFELD PATENT ANUIAELT i N -» 00012024636915 



NR,502 



14 

mm mid riaer Dicke von etwa 5 trim Fig. 3 zeigt die Ergebnisse der Knocheiibil- 
dung der CoDagenirnplantate A, B und C in mit und ohne Beschichttmg wit dem 
WirkstofBjbmple* (Cyclosporin A) immunsupprimierteii Tieren als auch nicbt in> 
munsupprimierten Tieren nach 21 Tagen Dabei entspricht die Bewertungszahl 
(BZ) dem arithmettschen Mittel der BewertungszaMen von drei unabhangigen Per- 
sonen bet secbs Implantaten jeder Gruppe. 

V 

Mit dem Wirkstoflkomplex beschichtetes Collagen A zeigte nach dieser Zert bei 
immunsuppriinierten Tieren einen knochenbildenden Effekt, wshrend dieser bei 
Collagen B nicbt nacbgewiesen werdeu konnte. Demgegeniiber zeigte jedoch Col- 
lagen C einen sehr ausgepragten knochenbildenden Effekt 

IV. Prufung von Trigennaterialien stif ihre Biokompatibilrtat 

In Versachen, die die Verbesserung der LangzeitstabilitSt von Endoprothesen be- 

I 

trafen, wwden Titanplattchen mit unterschiedlicher Rauhigkeh (100 7 20 und 0,5 
nm) 7 eine TiAUVVLegiening (0,5 |im) und AkOjPl&ttchen der Ftrma Friedricbsfeld 
sowie HydtroTcylapatH-Piattchen von der Feldnuihle AG eingesetzt 
Die Bescbichtungen mit dem WirkstoSkomplex, welcher nach dem water oben 
angegefcenen allgemeinen Verfahrensschema hergestellt worden war, wurden durch 
das Beschicbtuogsverfahren "Dip-coating" aufgebracht. Unter "Dip-coating" wird 
em Beschichtungsverfahren verirtanden, bei dem der zu beschichtende Gegenstand, 
bier die Plattchen, in eine Ldsung mit einer gewfinschten, vorgegebenen Konzen* 
tration des Beschicfatungsoiittels, hier des Wirkstoffkomplexes, getaucht wird. An- 
scblieBend wird lyophilisiert. Es werden dttnne Uberzugsschichten bzw. Beschich- 
tungen erhglten. Die Prufung der angegebenen Materialien auf ihre Biokompatibi- 
litat wurde insbesondere in Bezug auf die Rauhigkeit der Oberfiacben durcbgefuhrt 
(n-20; je vifer PlSttchen). 
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x i ogciTnaigiiai 


Anzanl lebender 
Zellen/cm 2 


Anzafal toter ZeDen/cm 2 


Hydroxylapatit 

0,2- 0,5 um 


1792 ± 700 


200 ± 37 


20 um 


7469 ± 2614 


2238 + 715 


50 um 


4477 + 408 


1692 ± 427 


Osprovit 
(Feldmuhle) 


7930 + 2007 


1638 ±377 


Titan 0 7 5 um 


11377 + 2538 


1054 ±308 


20 um 


9600 + 3038 


1754 ± 439 


100 um 


2308+ 669 


2085 + 623 


TiAkV 4 0,5 um 


7200 ±1062 


2800 ±954 


AI2O3 Ireiast, poliert 


11446 ±1500 


2292 + 600 



10 



Ba dieser BiokompaktibDitatspiiufiing der uatersuchten Materiaiien zeigte sich, 
daB Titan aufgrund der hdchsten Anzahl lebender Zellen sowie den besten Vernalt- 
nis lebender toter Zellen als Tragermaterial sehr geeignet ist. Wahrend Hydroxy- 
lapatit em ahnlich gutes Ergebnis lieferte schnitt TiAfcV, erheblich wfalechter ab. 

}; 

Generell zeigte sich in Bezug auf die Oberflachenraulugketten, daB die gfettesten 
Oberflachen (0,2 - 0,5 \im), nut Ausnahme von TiAkV^ die besten Resultate lie- 
ferten. Mit Zunahme der Rauhigkeit sinken bowoW die Anzahl lebender Zellen als 
auch das Verhaltnis lebender : toter Zellen. 



15 



Die Ergebnisse dieser Versuche konnten nun auf die Beschichtung von Endopro- 
thesen mit dem Wirkstoffkomplex, aber auch auf die Beschichtung fonnstabiler 
Kafige tibertragen werden. 



Vor dem Einsetzen der jewefligen Endoprothesen wurden diese nach dem Verfah- 
ren das "Djp-coatings" mit dem Wirkstofflcoraplex bescWchtet und zusatzlicn wur- 
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de der Wirkstofikomplex in die inneren Hohlraume des jeweiligen Prothesenschaf- 
tes, die Aiipirte an die Schaftoberflache haben, eingefuhrt. Dadurcb ergibt sich fur 
zukunftigefmegliche Lockerungen der Endoprothesen der Vorteil, daB nachttaglich 
der Wirkstoflkomplex ohne einen grbBeren Eingriff aufgebracht werden kann und 
dort zu einer Knochenbtidung und damit Verfestigung der Endoprothese fuhrt. 



10 
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Das die Bescbicbtung mit dem Wirkstofikomplex zu boheren Belastungsmoglich- 
keiten, im yergleich zu nicht beschichteten Oberflachen fuhrt, zeigt Tabelle 2 am 
Beispiel von Hydroxylapatit (HA). Dabei wurden die Zugfestigkeiten an der 
Grenzflache verschiedener Impiantatmaterialien in N/mm 2 ± Standardabweichung 
bestimmt. AJs Material wurde mittds heiB isostatischera Pressen (HIP) hergesteU- 
ter Hydro^lapatit gegenuber zus&tzlicb mit dem Wirkstoflkomplex bescbichtetem 
Hydroxylapatit bestimmt. Das Implantatmaterial wurde in das distale Kaninchen- 

i 

femur imp^urtiert und nach 84 Tagen untersucht. Die dabei aufgefundenen Zugfe- 
stigkeiten and in der nachfolgenden Tabelle angegeben. 



Tabelle 2 



Material h 


RT(um) 


Tage 


n 


Zugfestigkeit 


HA HEP • 


0,5 


84 


10 


1,53 ±0,24 


HAHIPWK 


0,5 


84 


6 


2,27 + 0,31 



20 n= Anzahlder Implantate 

WK= BescMchtung raft dem Wirtetofikomplcx 
HIP= hci0 isristalisctics Ptsssen 
KT- Cterflachenjmhigkeit 

25 V. TiUnkorper und Carbonkafige 



30 



Nachdem die outer IV. dargestellten Untcrsuchungen die gmndsStdiche Biokom- 
patibflhat ips Titans nachwiesen, ergab sich due besondere Anwendimgsm5gHch- 
keit des Wirkstofflcomplexes in formstabilen Kafigen ays Titan zur Verblockung 
von WirbeOtfrpem. AuBerdem zeigten sich hterfur auch KohlenstoflBcafige, soge- 
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nannte "carbon cages" als geeignet. Eine Verblockung von Wirbelkorpera ist hau- 
fig erfbrderlich, wenn durch degenerative Prozesse an den Bandscheiben, Tumoren 
oder Metasjasen in den Wirbelkorpern der Wirbelsaule oder auch durch Osteo- 
porose die iTragfabigkeit der Wirbelsaule beeintrachtigt ist, so daB enrweder Wir- 
belfrafcturen oder NervenlSsionen droben. In diesen Fallen ist es erfordernch, die 
Kontinuita* der Wirbelsaule uber ein mechanisch stabiles Implantat, wie den Titan- 
kerper oder Kohlenstoffkafig zu sichern. Die erforderliche knocherne Uberbruk- 
kung konnte bislang nur durch in einem Zweiteingriff gewonnene autologe Spon- 
giosa versucht werden, was eine Reihe von Problemen betnhaltet, wie z. B. den 
Zweiteingiiffund das damit verbundene Operationsrisiko, die begrenzte Menge an 
gewinnbarer Spongiosa Komplikationen an der Entnahmestelle, wie Inftktionen 
oder chroriische Schmerzzustande. 

Durch die Befuliung der Titankorper oder KoWemtoft-KSfige mit dent Wirk- 
stoflkomplex konnte in kurzer Zeit eine knocherne Oberbruckung gesichert wer- 
den, ohne autologe Spongiosa zu benotigen. Dabei sind sowohl der Titankdrper als 
auch der Carbon-Kafig als Hohlkorper mit Gitterstrtiktur aufgebaut. Diese Gnter- 
struktur erlaubt eine rasche Vaskularisierung auch im Inneren der formstabilen 
Komponeqte, so dafl der Wirkstoffkomplex seine Aktivitat entfalten karat und die 
Knochenbildung uber das gesamte erforderliche Volumen eintritt, ohne das mecha- 
nische Kr^te die Form des neugebildeten Knochen beeintrachn'gen. Neben der 
Verwendung im Bereich der Wirbelkorper kann ein solcher Thankerper oder 
Kohlenstoff-Kafig auch an beliebigen anderen Implantationsorten verwendet wer- 
den, wie z. B. im Kiefer und an Rohrenknochen. 



Ein mit dern WirkstoSkomplex be&llter TitankOrper ist id Fig. 4 dargestellt. 
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FatentansprSche 

5 1. Mittel fur die zumindest teikveise Herstettung oder WiederhersteDimg von 
bioldgistben Teilen, insbesondere von Organen fur Lebewesen, bei dera ein 
Trager mit einem Wirkstoffkomplex beschichtet ist oder einen 
Wirkstoffkoroplex aufweist und dieser Wirkstoffkomplex die folgendea, 
voneinander unterschiedlichen und auf das jeweils herwstellende biologische 

10 Teil . spezifisch abgestunmten Komponenten in Form mmdestens einer 

Stndcturkomponente auf der Basis von auf die ZeUen des jeweils 
herzustelienden biologischen Teils spezifisch abgestinimtem extrazellulareni 
Material, rnindestens eiaer Rekrutieiungskompoaeirtc, nundesteas eiaer 
Adhasiouskomponente und mindestens einer Wachstunis- und/oder 

15 Matarationskomponente, aufweist 

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,, daB der Trager aus 
polytneren, keramischen, metallischen oder nichtmetaSisdhen Tragenna- 
terialien besteht 



20 



25 



Mittel nach Anspnich 2, dadurch gekennzeichnet, daB die polymeren oder 
keramischen Tragermaterialien ausgewaWt sind aus HydroxylapaliH 
Caldumphosphat-, Aluminiumoxid- und Polylaktatmaterialien sowie 
Ionomerzement 

Mittel nach Anspnich 2 > dadurch gekennzeichnet, daB das metallische 
Tragennaterial ausgewahit ist aus Titan oder dner Titan-Legierung. 



5. Mittel nach Anspnich 2 y dadurch gekennzeichnet, daB das nichtraefcalliscbe 
30 Tragennaterial ausgewahlt ist aus KoWenstoff 



.04.99 , 
n 
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6. Verwendung des Mittels gemaB einem der Anspruche 1 bis S zur Her- 
steOung, Wiederherstellung oder Stabilisierung von WiitelkoiperaL 

1. VcrWendung des Mitteb gemaB einem der Anspruche 1 bis 5 zur Behandlung 
yon Osteoporose, von Pseudoarthrosen und Knochendefekten, zur Auf- 
fullung groBer Knochendefekte und zur Etoheilung von Endoprothesea. 
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B neugebiideter Knochen § praexisteme Spongigsa □ Werte nacb insertion 

des Wirkstoffkomplexes 



Fig. 3 
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ff//f//~fr Proz. Unterschied in der FI8che 
"1 proz. Unterschied in Radius 



Fig. 2 
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Zusanunemfassung 

5 Die Erfindung betrifft ein Mitt el fcr die zumindest tdlweise Herstellung oder 
Wiederherstellung von biologischen Teilen, insbestmdere von Organen fur 
Lebewesen, bei dem tin Tr&ger mit einem Wirkstoflkomplex beschichtet ist oder 
emen Wirkstoffkomplex aufweist und dieser Wirkstoflkomplex die folgenden, 
voneinander unterschiedlichen und auf das jeweils herzustellende biologische Teil 
10 spezdfiscb abgestimmten Komponentisn in Form mindestens einer 
Strukturkomponentc auf der Basis von auf die Zdlen des jewefls hemistellenden 

biologischen Teils spezifisch abgestimmtem extrazellularem Material, mindestens 

> 

einer Rekrutierungskompoaente^, mindestens einer Adhasionskomponente und 
mindestens einer Wachstmns- und/oder Maturationskomponente, aufweist. 

15 

Das erfindungsgemaBe Mittel kann zur Herstellung, Wiederherstellung oder 
Stebflisiemng vou Wiibelkdipeni, zur Bebandlung von Osteoporose, von Pseudo- 
arthrosen und Knochendefekten, zur AuflMung groBer Knochendefekfce und zur 
Einheilun§ von Endoprothesen verwendet werden. 



